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遺伝子は 1644 塩基 (548 アミノ酸残基)のオープンリーディングフレームにコードされている事が判り，
また精製酵素のN末端配列より 230 番目のアミノ酸以降が成熟タンパク質として分泌されている事が明
らかになり，前駆体領域 229 残基はプレープロ構造として分泌に関わっている乙とを示している。





変異iとより Gl y 144 を Ala ~ζ置換した場合 (M 1) , 野生型に比べて熱安定性が向上した乙とを示して
いる。熱安定性低下を目的とした置換 (M 3 : Thr 66 → Ser) では低下が認められている。しかし，熱
-548 ー
安定性低下を回復させる為には， M3 にM1 置換及びM2 置換 (Gly61 →Ala) を組み合わせた 3 重変
異M 123 を作成する必要があり，熱安定性向上は，アミノ酸置換の協同的効果により達成されると考えら
れる。
第 5 章では， M 1 の比活性，基質特異性の変化を調べている。カゼインを基質とした場合の比活性は野
生型酵素に比べてM1 では 50%高くなっている。リゾチームやインスリン B鎖を基質とした場合には逆
にM1 の方が比活性が低く，インスリンA鎖を基質とした場合M1 による分解が認められない事が示され
ている。オリゴペプチドを用いてミカエリス定数 (Krn) ，及びターンオーバー数 (kcat) を測定した







(1) 好熱菌 (B. stearothermo?ilus) 宿主ーベクタ一系を利用して耐熱性中性プロテアーゼ構造遺
伝子をベクタープラスミドにクローニングし，遺伝子を単離している。その遺伝子増幅効果により酵素
生産性が野生株の約 1 5 倍に向上している。
(2) 構造遺伝子の塩基配列を決定し 1644 塩基 (548アミノ酸残基)から成るオープンリーディング
フレームにプロテアーゼがコードされている乙とを明らかにしている。また精製した菌体外プロテアー
ゼのN末端アミノ酸配列決定lとより オープンリーディングフレームの 230 番目のアミノ酸(バリン)
以降が成熟タンパク質領域として分泌されていることが示されている。













チドを用いて Km ， kcat を調べた結果， M1 酵素では k catが野生型に比べ約 1/3 に低下している
乙とを示している。
以上の結果は，遺伝子工学および、タンパク質工学の発展に寄与すると乙ろが大きい。よって本論文は博
士論文として価値あるものと認めるO
-550ー
